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Eine Glucose-Dehydrogenase für die Glucose-Bestimmung in Körperflüssigkeiten1)
Von D. Banauch, W. Brummer, W. Ebeling , . Metz, H. Rindfrey und H. Lang,
Biochemische Forschung, E. Merck Darmstadt,
K. Leybold,
Zentrallaboratorium, Städtisches Krankenhaus Kiel und
W. Rick,
Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Universität Düsseldorf
(Eingegangen am 30. August 1974/23. Dezember 1974)
Herrn Professor Dr. H. J. Staudinger zum 60. Geburtstag gewidmet
Die Isolierung der Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus megaterium M 1286 wird beschrieben. Daten über die Spezifität des Enzyms
gegenüber Kohlenhydraten werden angegeben. Mit Hilfe dieses Enzyms ist eine spezifische Glucose-Bestimmung in Körperflüssigkei-
ten möglich. Durchführung und Ergebnisse von vier verschiedenen Varianten der Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase
werden dargestellt: Endpunkt-Bestimmung im ultravioletten Bereich (UV-Methode), Bestimmung mit Formazan als Endprodukt
(Farbmethode), kinetische Bestimmung im ultravioletten Bereich (kinetische Methode) und kontinuierliche Analyse im ultravioletten
Bereich (AutoAnalyzer-Methode).
A glucose dehydrogenase for the determination of glucose concentrations in body fluids
The isolation of glucose dehydrogenase from Bacillus megaterium M 1286 is outlined. Data on the specificity of the enzyme towards
carbohydrates are given. A specific method for glucose determination using this enzyme was developed. Methods and results of four
variants of this glucose determination are presented: End point determination in the UV range, determination with formazan as
reaction product, kinetic determination in the UV range, and continuous flow analysis in the UV range (AutoAnalyzer method).
Glucose-Dehydrogenase katalysiert die Dehydrierung Material und Methoden
von£>-Glucose zu Z)-Gluconolacton, wobei der Wasser-
stoff auf NAD oder NADP übertragen wird. Das Vor- Meßgeräte
kommen des Enzyms in Säugetierleber ( 1) und Bakte- Photometrische Messungen mit Eppendorf-Photometer 1 101 M
riensporen (2) ist schon seit längerer Zeit bekannt. Bis- mit Kompensationsschreiber 6511. Meßtemperatur 25 °C.
her wurden jedoch weder Reindarstellung noch Verwen-
dung als analytisches Hilfsmittel beschrieben. Störend Reagenzien
für den analytischen Einsatz sind die NADH-verbrau- Glucose-6-phosphat Dinatriumsalz von Boehringer/Mannheim,
chenden Enzyme (sog. „NADH-Oxidasen"), die Glucose- 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid
Dehydrogenase bei der Aufarbeitung hartnäckig beglei- ™ EGA/Steinheim Für die ^ ^>^^^. St^a'J
f ° & o o Glucose des National Bureau of Standards (NBS, Washington).
ten (3).
 Ane an(ieren Reagenzien von E. Merck/Darmstadt (Reinheitsgrad
Wir beschreiben die Herstellung von.praktisch NADH- ^^^^^^^^f^^SS^
Oxidase-freier bakterieller Glucose-Dehydrogenase und matographisch auf Abwesenheit von Glucose geprüft.
verschiedene Varianten einer spezifischen Bestimmung
von Glucose in Körperflüssigkeiten mit Hilfe dieses
£ 2\ Gewinnung der Bakterienmasse
Glucose-Dehydrogenase wird aus Kulturen des Stammes Bacillus
- megaterium M 1286 gewonnen. Die Anzucht erfolgt in Fermen-
*) Sonderdruck-Anforderungen Dr. H. Lang tern unter aeroben Bedingungen bei 28 °C in einer Nährlösung,
an: Biochemische Forschung E. Merck die neben Mineralsalzen Hefeextrakt, Pepton und Glucose ent-
Requests for reprints to: D-61 Darmstadt, Postfach 4119 hält. Meßbare Glucose-Dehydrogenase-Aktivität tritt erstmals
2) Enzyme gegen Ende der logarithmischen Wachstumsphase auf und erreicht
Glucose- = 0-/>-Glucose: NAD-oxidoreductase, ?«* ™ bis 24 Stunden Kulturdauer ihr Maximum. Das Enzym
Dehvdroeenase EC l l l 47 ist intrazellulär lokalisiert und wird nicht m. das Medium ausge-
MiitamtoL - Ahfol-l/MiimM-a·» Fr 1 * * schieden. Die Bakterienmasse wird mit einem Schlamm separator
. ,EC l 6 4 3 druckhomogemsator aufgeschlossen.
Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 13. Jahrg. 1975 / Heft 3
102 Banauch, Brummer, Ebeling, Metz, Rindfrey, Lang, Leybold u. Rick: Eine Glucose-Dehydrogenase für die Glucose-Bestimmung
Tab. 1. Isolierung der Glucose-Dehydrogenase, Verlauf.
Glucose-Dehydrogenase „NADH-Oxidasen"
Fraktion Volumen Protein- Enzym-" Spezifische Gesamt- Aus- Enzym- Gesamt-Gehalt Aktivität Aktivität Aktivität beute Aktivität Aktivität Aktivität
(1) (g/D (kU/1) (kU/gProt.) (kU) (%) (U/l) (U) (%)
Rohextrakt
Ammoniumsulfat-Fällung,
0,6 Sättigung,
Überstand
Ammoniumsulfat-Fällung,
0,9 Sättigung
Gelfiltrat
(PGM 2000)
Konzentrat
(DC 30)
Lyophilisat
80
72
4
10
3
106g
38
15,2
48
12,3
24,7
0,6 kg/kg
23
18,4
200
65
200
4,5 kU/g
0,6
1,2
4,2
5,3
8,1
7,5
1840
1320
800
650
600
480
100
72
43
35
33
26
1100 *
390
440
10
10
0,3 U/g
88000
280Qp
1750
100
30
39
100
32
2
0,1
0,03
0,04
Isolierung der Glucose-Dehydrogenase
5 bis 501 aufgeschlossener Bakterienschlamm, Glucose-Dehydro-
genase-Aktivität etwa 20 kU/1, werden 2 Stunden bei 2500 £
zentrifugiert. Der Rückstand (Bakterientrümmer) wird verworfen
und der Überstand (='Rohextrakt) mit Ammoniumsulf at frak-
tioniert. Die enzymhaltige Proteinfraktion fällt bei einer Ammo-
niumsulfat-Sättigung zwischen 0,6 und 0,9 aus. Sie wird abzen-
trifugiert und in Wasser zu 1/20 des Ausgangsvolumens (0,25 bis
2,5 1) gelöst. Die Lösung wird zur Abtrennung niedermolekularer
Verunreinigungen (insbesondere von Farbstoffen) an Merckogel
PGM 2000 (= Polyäthylenglycol-dimethacrylat) chromatogra-
phiert. Die Säule ist mit 0,25 mol/1 Tris/HCl-Puffer, pH 6,8, äqui-
libriert. Das Eluat wird durch Ultrafiltration (Amicon-Hollow-
Fiber-Gerät; Modell DC 30) bis zu einer Leitfähigkeit von etwa
l mS gegen Wasser dialysiert und danach auf eine Aktivität
von etwa 200 kU/1 Lösung konzentriert. Das Enzym-Konzentrat
wird gefriergetrocknet; das Lyophilisat hat eine durchschnitt-
liche Aktivität von 3 kU/g Trockensubstanz. Die Ausbeute
beträgt 25%. Der Restgehalt an NADH-Oxidase beträgt 0,01%
(bezogen auf die Glucose-Dehydrogenase-Aktivität).
Tabelle l zeigt den Verlauf der Enzym Isolierung und die Abrei-
cherung der NADH-Oxidase-Aktivität. Über die Darstellung und
Charakterisierung des Reinstenzyms wird vonPauly \mdPfleide-
rer (4) an anderer Stelle berichtet.
Spezifität der Glucose-Dehydrogenase
Bakterielle Glucose-Dehydrogenase wurde vonSadoff
(5) als absolut spezifisch für Glucose beschrieben. Andere
Autoren fanden geringe Nebeiiaktivitäten gegen Mannose
(6), Xylose (7-10), Galaktose (7, 9) und Arabinose (8).
Das von uns untersuchte Enzym reagiert mit mehreren
Monosacchariden. In Tabelle 2 ist die relative Umsatz-
geschwindigkeit verschiedener Zucker bei Anwesenheit
von Glucose-Dehydrogenase dargestellt: außer Glucose
(100%) reagieren mit Reaktionsraten von > l %:
2-Desoxyglucose (125 %), 2-Amino-2-desoxyglucose
(Glucosamin) (31 %), D-Xylose (15 %), D-Mannose
(8 %), 6-Amino-6-desoxyglucose (6 %) und Cellobiose
(1%).
Reaktionsgeschwindigkeiten zwischen l und 0,1% des
Glucose-Umsatzes zeigen Z>-Ribpse, 2-Desoxyribose un<J
Lactose. Diese Aktivitäten sind analytisch noch sicher
Enzymaktivitäts-Bestimmungen
Bestimmung der Aktivität von Glucose-Dehydrogenase-
Präparaten
3,00 ml 100 mmol/1 Trispuffer pH 7,5, enthaltend
168 mmol/1 D-Glucose im Mutarotationsgleichgewicht
0,10 ml Probelösung (entsprechend etwa 0,1 U Glucose-
Dehydrogenase)
0,05 ml NAD-Lösung (90 mmol/1 in bidest. Wasser)
mischen und bei 365 nm E/min bestimmen (d = l cm). Berech-
nung der Glucose-Dehydrogenase-Aktivität: kU/1 Enzymlösung
= E365/min X 9,26.
Bestimmung der Aktivität von „NADHOxidase"
3,00 ml 100 mmol/1 Trispuffer pH 7,5
0,10 mi Probelösung
 t
0,05 ml NADH-Lösung (11 mmol/1 in bidest. Wasser)
mischen und bei 365 E/min bestimmen (d = l cm). Berech-
nung der NADH-Oxidase-Aktivität: kU/1 Enzymlösung
= E36S/min X 9,26.
Tab. 2. Spezifität von Glucose-Dehydrogenase gegenüber Kon-*
lenhydraten.
Aktivität gegenüber Glucose = 100. Die Tabelle enthält
die Substanzen mit Aktivitäten > 0,1. Einzelheiten siehe
Text.
Testansatz: 160 mmol/1 Kohlenhydrat; 1,4 mmol/1 NAD;
0,63 mmol/1 Trispuffer, pH 7,6. Messung der Extink-
tionsänderung bei 365 nm während 3 Minuten. Einzel·
heiten siehe Text.
Substrat Aktivität
2-Desoxyglucose
0-/}-Glucose
Z)-Glucosamin
D-Xylose
£>-Mannose
6-Amino-6-desoxyglucose
Cellobiose
/)-Ribose
Lactose
2-Desoxyribose
125
100
31
15
8
6
l
0,8
0,7
0,1
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nachweisbar, eine Störung der Glucose-Bestimmung
tritt wegen der sehr geringen Umsatzgeschwindigkeiten
dieser Substanzen jedoch nicht auf.
Praktisch keine Reaktion (0,03 bis 0% des Glucose-
Umsatzes) ergeben folgende Verbindungen: Galaktose,
2-Desoxygalaktose, Fructose, Talose, Thioglucose, Glu-
cose- l -phosphat, Glucose-6-phosphat, 2-(N-Acetyl-)
glucosamin, 2-(N-Methyl-)glucosamin, 2-(N-Benzyl-)
glucosamin, Arabinose, Gluconsäure-6-lacton, Glucuron-
säure-7-lacton, Trehalose, Saccharose. Die gleiche Spe-
zifität erhält man bei Verwendung von NADP als
Coenzym.
Von den in Tabelle 2 aufgeführten Substanzen können
von der Umsatzgeschwindigkeit her 2-Desoxyglucose,
Glucosamin, Xylose, Mannose, 6-Amino-6-desoxyglu-
cose und Cellobiose die Glucose-Bestimmung mit Glu-
cose-Dehydrogenase beeinflussen. Eine Störung der
Glucose-Bestimmung in Körperflüssigkeiten ist jedoch
nur in Ausnahmefällen möglich:
2-Desoxyglucose, 6-Amino-6-desoxyglucose und Cello-
biose kommen im Säugetierorganismus nicht vor. Nicht
acetyliertes Glucosamin tritt nur in Mucoproteiden und
Mucopolysacchariden gebunden auf (11) und wird in
dieser Form von Glucose-Dehydrogenase nicht umge-
setzt. Die Angaben über das Vorkommen von Xylose in
Körperflüssigkeiten sind unterschiedlich: während meh-
rere Autoren (12, 13, 14) keine Xylose oder nur Spu-
ren finden, berichtet Hawkins (15) über Xylose-Kon-
zentrationen im Blut von durchschnittlich 167 /
(2,5 mg/100 ml). Modellversuche der Methode mit
Xylose-Zusatz ergeben, daß eine Störung der Glucose-
Bestimmung erst ab 2 mmol/1 (30 mg/100 ml) Xylose
meßbar ist. Bei oraler Xylose-Belastung treten Konzen-
trationen von mehr als 4,66 mmol/1 (70 mg/100 ml)
auf (16); in diesem Fall ist die Blutzucker-Bestimmung
mit Glucose-Dehydrogenase nicht möglich. Der Normal-
wert für Mannose liegt bei etwa 55,5 / (l mg/
100 ml) (17). Mannose reagiert mit Glucose-Dehydro-
genase noch langsamer als Xylose, so daß auch bei
zwanzigfacher Überschreitung des Normalwertes keine
Störung der Glucose-Bestimmung erfolgt.
Glucose-Bestimmung in Körperflüssigkeiten
Endpunktbestimmung im ultravioletten Bereich
(UV-Methode)
Bestimmungsansatz
Glucose-Dehydrogenase ist spezifisch für |8-/)^Glucose
(18). Damit nach Abreagieren der j8-Form die langsame
Eigen-Mutarotätion nicht der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Gesamtreaktion wird, muß das Test-
system Mutarotase enthalten. Dieses Enzym wird aus
Rindernieren nach Fishman et al. (19, 20) gewonnen.
Zur Glucose-Bestimmung werden die beiden Enzyme in
120 mmol/1 Phosphatpuffer pH 7,6 gelöst, der Test-
ansatz enthält pro ml 9 U Glucose-Dehydrogenase und
0,3 U Mutarotase. Nach Zugabe der Probe (mit Per-
chlorsäure enteiweißtes Vollblut, Plasma oder Serum)
wird die Reaktion mit NAD-Konzentrat gestartet (End-
konzentration im Test: 2,0 mmol/1 NAD).
Arbeitsvorschriften für die UV-Methode
1. Einzelbestimmung
In einer Küvette (d = l cm) mischen:
Puffer-Enzym-Lösung 2,00 ml
Probelösung 0,20 ml
Extinktion registrieren, dann Reaktion starten mit
NAD-Lösung 0,02 ml
Nach Ablauf der Reaktion (5 Minuten) Endextinktion
registrieren. Meßwellenlänge 334, 340 oder 365 nm.
Extinktion des Startreagenzes durch Reagenzienblind-
wert berücksichtigen.
Die Berechnung des Glucose-Gehaltes erfolgt mit Hilfe
des für die Meßwellenlänge gültigen molaren Extink-
tionskoeffizienten von NADH.
2. Serienbestimmung
Reagenziengemisch: 100 Volumenteile Puffer-Enzym-
Lösung mit einem Volumen teil NAD-Lösung mischen.
In Reagenzgläser pipettieren:
Analyse Probenleerwert
Reagenziengemisch 1,00 ml —
Puffer-Enzym-Lösung — 1,00 ml
Probelösung 0,10 ml 0,10 ml
5 Minuten bei Raumtemperatur stehenlassen, dann die
Extinktion der Analyse gegen den Probenleerwert bei
334, 340 oder 365 nm messen. Dabei muß ein Küvet-
tenfehler ausgeschlossen sein. Für jede Serie einen
NAD-Blindwert bestimmen (statt Probelösung Ent-
eiweißungsmittel einsetzen).
Die Berechnung erfolgt wie bei der Einzelbestimmung.
In Abbildung l ist in Kurve l der Glucose-Umsatz bei
Einsatz des Enzymgemisches Glucose-Dehydrogenase/
.2i
5 10
t [min]
15 20
Abb. 1. Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase
Zeit-Umsatz-Kurve der Endpunkt-Bestimmung im UV-
Bereich (UV-Methode)
l mit Mutarotase, 2 ohne Mutarotase
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Mutarotase dargestellt. Die Enzymaktivitäten im Test
sind so bemessen, daß auch bei hohen Glucose-Konzen-
trationen die Reaktion nach fünf Minuten abgeschlossen
ist. Bei Verwendung von Enzympräparaten mit < 0,01%
NADH-Oxidase ist die Endextinktion mehr als 30 Minu-
ten konstant. Kurve 2 zeigt die Umsatzkurve ohne
Mutarotase: nach Abreagieren der ß-Glucose wird die
Mutarotation der geschwindigkeitsbestimmende Schritt,
so daß die Extinktion erst nach etwa 15 Minuten einen
konstanten Wert erreicht.
Linearität und Richtigkeit der UV-Methode
Die Richtigkeit der Methode wurde durch Analyse von
wäßrigen Glucose-Lösungen (NBS Standard-Referenz-
glucose) bekannten Gehaltes überprüft. Abbildung 2
zeigt, daß bis zu Konzentrationen von 55,5 mmol/1
(1000 mg/100 ml) Glucose die theoretische Menge wie-
der gefunden wird. Die korrekte Wiederfindung im
Serum zeigt Tabelle 3. Berechnung des Glucose-Gehaltes
mit dem korrigierten Extinktionskoeffizienten für
NADH, e365 = 3,4 2/ 1 (21).
27,75
Glucose,eingesetzt [mmol/l]
Abb. 2. Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase
Endpunkt-Bestimmung im UV-Bereich (UV-Methode)
Prüfung der Richtigkeit mit wäßrigen Lösungen von
NBS-Standard-Glucose. Ansatz siehe Text.
55,5 mmol/1 Glucose = 1000 mg/100 ml
Tab. 3. Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase.
Wiederfindung mit der Endpunkt-Bestimmung im ultra-
violetten Bereich (UV-Methode).
Material: NBS-Standard-Glucose.
Wiederfindung: Mittelwerte aus 5-fach-Bestimmungen.
Ansatz siehe Text.
Zugesetzte Glucose
mmol/1 (mg/100 ml Serum)
Wiederfindung VK
mmol/1 (mg/100 ml) (%)
11,1
22,2
44,4
(200)
(400)
(800)
11,06
22,02
44,17
(199,3)
(396,8)
(796,0)
1,44
0,90
0,5'7
Bestimmung mit Formazan als Endprodukt
(Farbmethode)
Die Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase
kann auch mit Hilfe einer Farbreaktion erfolgen. Man
überträgt dabei den Wasserstoff durch eine Diaphorase
von NADH auf das Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid, wobei ein
tiefblaues Formazan entsteht. Die Methode ist einfach
in der Ausführung (ein Reagenzien- oder'Probenblind-
wert muß nicht berücksichtigt werden), etwa fünfmal
empfindlicher als die UV-Methode und benötigt kein
UV-Photometer.
Endkonzentrationen im Testansatz: 60 mmol/1 Phosphat-
puffer pH 7,0 (enthält pro ml 5 U Glucose-Dehydro-.
genäse, 0,2 U Mutarotase, 0,2 U Diaphorase (Clostridium
kluyverij), 1,25 mmol/1 NAD, l,2mmol/13-(4,5-Dl·
methyl-2-thiazolyl>2,5-diphenyltetrazolium-bromidund
0,2 mmol/1 N-Äthyl-maleinimid. Enteiweißung mit
Trichloressigsäure.
Arbeitsvorschrift für die Farbmethode
In einem Reagenzglas mischen
Reagenzlösung 2,00 ml
Probelösung 0,05 ml
30 Minuten bei Raumtemperatur stehenlassen (direktes
Sonnenlicht vermeiden), dann innerhalb von weiteren
30 Minuten die Extinktionen von Analyse und Reagenz-
lösung gegen Wasser messen. Die Differenz der Extink-
tionen geht in die Berechnung ein (Wellenlänge zwischen
540 und 600 nm). Für jede Analysenserie muß ein Glu-
cose-Standard bestimmt werden. Das Ergebnis der Stan-
dard-Bestimmung wird der Berechnung zugrundegelegt.
Die Bezugskurve für den Farbtest ist bis 27,75 mmol/1
(500 mg/100 ml) Glucose linear. Weitere Ergebnisse
dieses Tests siehe die folgenden Abschnitte.
Kinetische Bestimmung im ultravioletten Bereich
(kinetische Methode)
Zur Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase,
ist außer den beschriebenen Endpunkt-Methoden auch
das kinetische Verfahren geeignet. Durch Variation des
Verhältnisses von Enzymaktivität zur Probenmenge im
Testansatz kann die Reaktionsgeschwindigkeit und
damit die Dauer des linearen Teils des Reaktionsverlau-
fes innerhalb weiter Grenzen gewählt werden. Einsatz
einer hohen Enzymaktivität (im Vergleich zur Proben-
menge) bewirkt eine große Meßempfindlichkeit bei kur-
zer Dauer des linearen Reaktionsverlaufes; dieser Ansatz
ist für die mechanisierte Durchführung der kinetischen
Methode geeignet (22). Einsatz einer niedrigen Enzym-
aktivität (im Vergleich zur Probenmenge) bewirkt eine
geringere Meßempfindlichkeit bei langer Dauer des
linearen Reaktionsverlaufes; dieser Ansatz ist für die
manuelle Durchführung der Methode geeignet. Die kine-
tische Methode kann mit und ohne Enteiweißung der
Probe durchgeführt werden.
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Als Beispiel wird anschließend eine manuelle Variante
der kinetischen Methode mit Enteiweißung und einer
Meßzeit von 3 Minuten beschrieben. Ein Vorteil dieser
Methode ist der sehr geringe Bedarf an Glucose-Dehydro-
genase, Mutarotase wird nicht benötigt. Bei Einsatz von
Perchlorsäure-enteiweißten Proben ist die Bezugskurve
bis 55,5 mmol/1 (1000 mg/100 ml) linear. Die Testlösung
(160 mmol/1 Tris-Puffer pH 7,8) enthält 0,6 U/ml Glu-
cose-Dehydrogenase und 2,1 mmol/1 NAD.
Arbeitsvorschriftfür die kinetische Methode
Beispiel mit Enteiweißung und Meßzeit von 3 Minuten
Reagenzlösung, Glucose-Standard und enteiweißte Probe
auf 25 °C temperieren. Der Küvettenhalter muß auf
25 °C thermostatisiert sein. In eine Küvette (d = l cm)
pipettieren:
Reagenzlösung . 2,00 ml
Probelösung 0,5 0 ml
mischen, nach einer Wartezeit von etwa 30 Sekunden
drei Minuten lang die Extinktionsänderung bei 334, 340
oder 365 nm messen, Extinktionsänderung pro Minute
berechnen. Für jede Analysenserie muß ein Glucose-
Standard bestimmt werden. Das Ergebnis der Standard-
Bestimmung wird der Berechnung zugrundegelegt.
Ergebnisse dieses Tests siehe die folgenden Abschnitte.
Kontinuierliche Analyse im ultravioletten
Bereich
(AutoAnalyzer-Methode)
Die Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase in
continuous-flow-Technik erfolgt am AutoAnalyzer II.
Abbüdung 3 zeigt das Fließbild. Die etwa l : 5 mit
H2O-Brij verdünnte Serumprobe wird in einem 3-Zoll-
Dialysator gegen das Reagenz dialysiert; die Reaktion
erfolgt in einer Mischspirale von 80 Windungen bei
Raumtemperatur. Das gebildete NADH wird bei 340 nm
gemessen. Die Reagenzlösung enthält die gleichen Be-
standteile und Konzentrationen wie für die UV-End-
punkt-Methode in Serienanalyse. Eine Methode mit
geringerem Enzym-Bedarf ist in Entwicklung.
Es wird mit einer Probenfrequenz von 60 pro Stunde
gearbeitet, wobei die Analysendauer für die einzelne
Probe etwa 10 Minuten beträgt. Wenn eine 5,55 mmol/1
(100 mg/100 ml)-Probe direkt auf eine 27,75 mmol/1
(500 mg/100 ml)-Probe folgt, wird diese Probe um 5%
zu hoch gefunden. Die Bezugskurve ist bis 27,75 mmol/1
(500 mg/100 ml) linear.
Bewertung der Varianten der Glucose-Bestimmung mit
Glucose-Dehydrogenase
In Tabelle 4 werden die vier Methoden der Glucose-
Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase verglichen.
Bei der Farbmethode und der AutoAnalyzer-Methode
wird der effektive Zeitbedarfpro Analyse durch versetz-
tes Arbeiten in der Serie stark verringert.
Störungen der Methoden
Bei den Methoden im ultravioletten Bereich werden
durch die einstufige Reaktion unspezifische Nebenreak-
tionen vermieden. Diese Methoden sind daher neben der
Blutzuckerbestimmung besonders für die Glucose-Be-
stimmung im Urin geeignet. Bei der Farbmethode wir-
ken Reduktionsmittel durch zusätzliche Formazanbil-
dung störend; der Einfluß von SH-Verbindungen
(Glutathion) wird jedoch durch den Zusatz von N-Äthyl-
maleinimid unterdrückt.
Bei der Blutzucker-Bestimmung erfolgt bei allen be-
schriebenen Methoden-Varianten keine Beeinflussung
der Meßergebnisse durch folgende Substanzen: Harn-
säure 595 Aimol/1 (10 mg/100 ml), Bilirubin 342 Mmol/l
(20 mg/100 ml), Glutathion 651 /miol/1 (20 mg/100 ml),
Heparinat 11,7 / (20 mg/100 ml), Na-Fluorid
23,81 mmol/1 (100 mg/100 ml), Na-Oxalat 7,45 mmol/1
(100 mg/100 ml) und Na-Citrat 19,37 mmol/1 (500 mg/
100 ml). Ascorbinsäure 5,68 mmol/1 (100 mg/100 ml)
beeinflußt die Meßergebnisse der UV-Methode, der
kinetischen Methode und der AutoAnalyzer-Methode
nicht; bei der Farbmethode werden falsch positive
Ergebnisse erhalten.
Die Wirkung von Arzneimitteln und Arzneimittel-
Metaboliten auf die Meßergebnisse wird zur Zeit unter-
sucht. Ergebnisse werden zu gegebener Zeit ebenfalls in
dieser Zeitschrift publiziert.
Abfluß Abfluß
j
Drucker
Be reich 700
4 1^
l
Win
-
1
oben
5 Win-
dungen
.
0,015
I 0,035
I 1 0,025
ml/mir
0,10
2
0,23
Probe
H20-Brij
Proben-
nehmer
60/h
Luft
Schreiber Photometer
340 nm
15mmF/C Pumpe
Abbi 3. Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase. Fließbild der AutoAnalyzer-II-Methode. Ansatz siehe Text.
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Tab. 4. Glucose-Bestimmung mit Glucose-Dehydrogenase.
Methoden-Varianten.
Methode
Zeitbedarf pro Analyse
(min/Einzelbestimmung)
Einsatz an Enzymen
(U/ml Testlösung)
Glucose-Dehydrogenase
Mutarotase
Diaphorase
Reproduzierbarkeit
(VK (%))
5,55 mmol Glucose/1 Serie
(100 mg/100 ml)
27,75 mmol Glucose/1 Serie
(500 mg/100 ml)
5,55 mmol Glucose/1
(100 mg/100 ml) Tag/Tag
27,75 mmol/Glucose/1
(500 mg/100 ml) Tag/Tag
Endpunkt
UV
(UV-Methode)
5
9
0,3
-
2,62)
W2)
3,6*)
3,52)
Vergleich der beschriebenen
Endpunkt
Formazan
(Farbmethode)
301)
5
0,2
0,2
1,72)
2,62)
2,52)
4,32)
Kinetisch
UV
3
1
0,6
—
—
2,82)
2,02)
8,02)
7,62)
Auto-
Analyzer
UV
101)
• 1
9
0,3
—
0,83)
0,63)
U4)
0,74)
in der Serie ist die effektive Analysenzeit pro Bestimmung durch versetztes Arbeiten wesentlich
2) N = 20 3) N = 10 4) N = 4geringer.
27,75
 r
o> i^
</> o
Qi £
«is:
i S
—" ^>
3 O
3-5
^5,55
Glucose (Hexokinase- Methode) [mmol/l]
Abb. 4. Glucose-Bestimmung in Humanseren
Vergleich zwischen Hexokinase-Methode (x) und Glucose-
Dehydrogenase-Methode, Endpunkt-Bestimmung im
UV-Bereich (UV-Methode) (y). Ansatz siehe Text.
N = 113; y = - 0,217 + 1,028 x; r = 0,999;
= 13,31; y = 13,48; Sy* = ± 0,321
95%· Vertrauensbereich von a = - 0,321 bis - 0,111
95%-Vertrauensbereich von b = 1,022 bis 1,035
44,4 mmol/l Glucose = 800 mg/100 ml
Methodenvergleich
Vergleiche gegen die Hexokinase-Methode (23) wurden
für die UV-Methode an 113 Humanseren (Abb. 4) und
für die AutoAnalyzer-Methode an 176 Humanseren
durchgeführt (Abb. 5). Die Hexokinase-Methode wurde
am AutoAnalyzer entsprechend dem Fließbild von»
Abbüdung 3 durchgeführt. In beiden Fällen wird bei sehr
0 5,55 27,75
Glucose (Hexokinase,AutoAnalyzer II-Methode) [mmo(/(]
Abb. 5. Glucose-Bestimmung in Humanseren
Vergleich von AutoAnalyzerfl-Methpden (Ansatz siehe
Text): Hexokinase-Methode = x, Glucose-Dehydroge-
nase-Methode = y.
N = 176; y = - 0,121 + 1,004 x; r = 0,998;
x = 7,98; y = 7,90; Sy* = ± 0,188
95%-Vertrauensbereich von a = ^ 0,189 bis - 0,049
95 %-Vertrauensbereich von b = 0,996 bis 1,012
27,75 mmol/l Glucose = 500 mg/100 ml
geringer Streubreite gute Übereinstimmung erzielt; die
Referenzmethode zur Überprüfung der Farbmethode
und der kinetischen Methode ist daher die Glucose-
Dehydrogenase^UV-Methode. Der Vergleich der UV-
Methode mit der Farbmethode ist in Abbüdung 6 und
der Vergleich der UV-Methode mit der kinetischen
Methode in Abbildung 7 graphisch und statistisch dar-
gestellt. Auch hier stimmen die Ergebnisse gut überein.
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55,5
§27,75
5,55
I \ \ J
0 5,55 27,75 55,5
Glucose (Glucose-Dehydrogenase,UV-Methode) [mmol/l]
Abb. 6. Glucose-Bestimmung in Humanseren
Vergleich zwischen Varianten der Glucose-Dehydroge-
nase-Methode: Endpunkt-Bestimmung im UV-Bereich
(UV-Methode) (Ansatz siehe Text) =
Bestimmung mit Formazan als Endprodukt (Farb-
methode) (Ansatz siehe Text) = y
N = 128; y = 0,066 + 1,006 x; r = 0,998;
x = 16,67; y = 16,84; Sy* = ± 0,721
959£rVertrauensbereich von a = - 0,139 bis + 0,272
95 ^ rVertrauensbereich von b = 0,997 bis 1,016
55,5 mmol/l Glucose = 1000 mg/100 ml
^55,5
12
g 27,75
l
5,55
J_ J
0 5,55 27,75 55,5
Glucose (Glucose-Dehydrogenase, UV-Methode) [mmol/l]
Abb. 7. Glucose-Bestimmung in Humanseren
Vergleich zwischen Varianten der Glucose-Dehydroge-
nase-Methode: Endpunkt-Bestimmung im UV-Bereich
(UV-Methode) (Ansatz siehe Text) =
Kinetische Bestimmung im UV-Bereich (kinetische
Methode) (Ansatz siehe Text) = y
N = 60; y = 0,132 + 0,983 x; r = 0,999;
= 15,21; y = 15,10; Sy* = ± 0,461
95%-Vertrauensbereich von a = - 0,038 bis + 0,305
95%-Vertrauensbereich von b = 0,975 bis 0,992
55,5 mmol/l Glucose = 1000 mg/100 ml
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